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du mandataire 


1 Drti ID CI iiTP voir ta notification de transmission du rapport de recherche internationale 
PUUH bui 1 c (^^rmulaire PCT/ISA/220) et, le cas echeant, le point 5 a-apres 
A DONNER 


Demande internationale n° 

PCT/FR 00/01302 


Date du depot intemationaltfou/'/mo/s/annee^ 1 (Date de priorite (la plus ancienne) 

(jour/mois/annee) 

15/05/2000 08/06/1999 


Deposant 

AQUAMER (SAEM) et a1 . 





Le present rapport de recherche lnterr«tionale, etabli par radministration charg^de te recherche intematior,ale. est transmis au 
dlix)sart conformement a Tarticle 18. Une copie en est transmise au Bureau mtemational. 



feuilles. 



Ce rapport de recherche internationale comprend 2 — 

\T\ II est aussi acoompagne d'une copie de chaque document relatH a I'etat de la technique qui y est cit6. 



1. Base du rapport . , ^ 

a En ce qui concerne la langue. la recherche internationale a ete effectuee sur la base de ia demande Internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contraire donnee sous le meme point 

□ la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a I'administration. 

b En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
' la recherche internationale a ete effectuee sur la base du iistage des sequences : 
contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 
Q deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

remis utterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 
rn remis uKerieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

n La declaration, selon laquelle le Iistage des sequences presente par ecrit et foumi utterieurement ne vas pas au-dela de la 
' — ' divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

n La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
' — ' du Iistage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

2. □ M a 6X6 estlme que certalnes revendlcatlons ne pouvalent pas talre I'objet d^une recherche (voir le cadre I). 

3. Q M y a absence d'untt^ de I'Inventlon (voir le cadre 1 1). 

4. En ce qui concerne le litre, 

pT] le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 
I I Le texte a ete etabli par I'administration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne Tabr^g^, 

lYl le te)cte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

de recherche internationale. 

6 La figure des desslns a publier avec I'abrege est la Figure n° — 

, — I . ^ ' * rXl Aucune des figures 

I I suggeree par le deposant. i — i ^.^^^ ^ publier. 

I I parce que le deposant n'a pas suggere de figure. 

I I parce que cette figure caracterise mieux I'invention. 
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' Categories sp^ciales de documents cit^: 

-A" document definissant I'etat genera! de la technique, non 

consldei^ comme particulierement pertinent 
"E" document anterieur. mats publie a la date de ddpot international 

ou apres cette date 
-L" document pouvant jeter un doute sur une revendication de 

ST«?cite poir determiner ta date de publication d ur^e^ 

alltrS citation oS%>ur une raison speciaie (telle qu'ind.quee) 
"O" document sereferant a une divulgation orale. a un usage, a 

une exposition ou tous autres moyens 
"P- document publie avant la date de depot international, mais 

poslerieufement la date de prionte revendiqu6e 

■ Date a laquelle la recherx:he intemationale a et6 effectivement achevee 



Les documents de families de brevets sont indiques en annexe 

T" document ulterieur public apres la date de depot international ou la 
date de prionte et n'appartenenant pas a 1 elat la 
technique pertinent, mais cit6 pour comprendre le pnncipe 
ou ta th^rie constituant la base de I'invention 

-X- document particulierement pertinent; I'inven tion revendiquee ne p^t 
iS^^^kleree comme n(5uvelle ou comrne imp^iquant une activity 
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-Y" document part iculi Bremen! pertinent; I'inven tion revendiquee 

^Z^efre con« c6mme impliquant une activity inventive 
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Date du depot international (jour/nnois/annee) 
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Applicant's or agent's file reference 



International application No 

PCT/FROO/01302 
International Patent Classification (IPC) or national classification and IPC 
C12N 1/12 



SeeNotificationofTransmittalonntemational Preliminary 
FOR FURTHER ACTION Examination Report (Form PCT/IPEA/416) 



International filing date {day/month/year) 
15 May 2000 (15.05.00) 



Applicant 



AQUAMER (SAEM) 



This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining Authority 

and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



sheets, including this cover sheet. 



• A u.r ATvnsJFVFS i e sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PC 1 ). 
These annexes consist of a total of ^ § sheets. 



3. 



This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 
Priority 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 



I 

11 
III 
IV 

V 

VI 
VII 
VIII 



□ 
□ 
□ 



□ 
□ 
□ 



Lack of unity of invention 

Reasoned statemem under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 




Date of submission of the demand 

05 January 2001 (05.01 01) 

Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 

Form PCTAPEA/409 (cover sheet) (July 1998) 



Date of completion of this report 

09 August 2001 (09.08.2001) 



Telephone No. 



.^.TFRNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FROO/01302 



[l Basis of the report ^ 

hr^egard to the elements of the mtemational application: 
Q the international application as originally filed 
the description: 



as originally filed 




n contained in the international application in written form. 

□ filed together with the international application in computer readable form. 

□ fiimished subsequently to this Authority in written form. 

□ ft.mished subsequently to this Authority in computer readable form^ ^.^^^^^^^^ 

□ The statement that the subsequently f^f^^J^'"''^ ^''"^"^^ "^^'"^ 

□ rs—rr :rt"^^ — form is identic to .e written sequence list.ng has 

been furnished. 

I 4. □ The amendments have resulted in the cancellation of; 

I I the description, pages 

[ I the claims, Nos. . 



I I the drawings, sheets/fig 



considered to go 



the drawmgs, buctto/ 1»& 
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PCT/FR 00/01302 



Reasoned statement under Article 35(2) with 
Satis and explanations supportin g such statement 



ith regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 

Industrial applicability (I A) 

Citations and explanations 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-15 



1-15 



1-15 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



de to the following documents; 



1. Reference is ma 



Dl: EP-A-0 437 393 
D2: EP-A-0 628 629 

The subject matter of Claims 1-15 is considered to 
.e novel and inventive under the terms of PCT Article 
33(2) and (3) for the following reasons: 

01 (the Closest prior art) describes a two-stage method 
fo. Obtaining an extract with a high superoxide-d.smutase 
content comprising: (i) culturing photosynthetxc 
.icroalgae in a photobioreactor , where.n the gas produced 
in the reactor photosynthesis is removed and M 
.einjecting the gaseous oxygen collected in a ^ e to 
during the first stage into the photobioreactor to enr.ch 
the culture medium with dissolved oxygen. The extract 
conta ning superoxide-dismutases is obtained following the 
Tearat^o! of the cultured m.croalgae by centrifug.n. and 
filtering same from the culture medium (page 3, ^ — 

A9. oaae 5, lines 15-31; page 6, lines 
20; page 4, lines 3-42, page 

n ^ S8- oage 7, lines 1-42, 50; page 8, lines 
1-9 and 54-bo, page '/ 

52) . 
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"nSRioJ^aUpplication No. 

PCT/FR 00/01302 



^ TTTIirT^ers from the closest 

The subject matter of Cla . ^^^^ ^ ^^^^^ 

i,, art (Dl) in that, after P ^^^^^^^ 
Lo m./ml of potassium ^ ^ , period of 1 

.edium, Whereafter the reactor rs losed f 

ri;,ims 1-4, the oxygen 

xn — ^=^°"^"A 3 : afte. an op.i.al ceU 
3„pe..a«.a..on pe.o s ^^^^^^^ ^^^^^^^ ^^^^^ 

'"^"^ ' Tod c a „e.a.oli. forcin, that leads to an 
conditions produce a .^gerc^iderdismutases . 
overproduction o£ therin22table_suE 

,,_...od described in OX, o.v.en is reinfected in t.e 

,..o.or.actor ^ p!- an. indication 

(pnotosynthesxs P^^^'^ superoxide- 
concernin, , method £or oPtainin, 

dismutases produced. 02 .uperoxide-dis.utasa 
,n extract with a high culture 

=. r-„lture of microalgae, basea o 
content from a cult 30=0, where.n 

of microorgan.sms at a te P ^ 
the culture medium is enriched 
n^anner to that described in Dl . 

f Claims 5-15 relates to an extract 
..e su.,ect ^^2l^Z..... usin, the .ethod o. 

.0 the u „_1 and inventive 

Clai™ 1. and it rs c ^^^^^ 
under the terms of PCT Ar 
reasons mentioned above. 
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(article 36 et regie 70 du PCT) 



R6f6rence du dossier du aeposani ou du 

mandataire 

BR00D29 



Demande Internationale n° 
PCT/FROO/01302 



voir 



la notification de transmission du rapport d'examen 



POUR SUITE A DONNER pr^liminaire international (formulaire PCT/IPEA/416) 

Date de priority (jour/mois/annee) 



Date du d6pot international (jour/mois/ann4e) 
1 5/05/2000 



08/06/1999 



Classification Internationale des brevets (CIB) ou a 
C12N1/12 



la fois classification nationale et CIB 



D§posant 
AQUAMER (SAEM) et al. 



1 Le present rapport d'examen preliminaire interriatlorial etabli par rac 
■ I^tematfonal, est transmis au deposant confornnement a I'art.cle 36. 



2. Ce 



RAPPORT comprend 5 feuilles. y compris la presente feuille de couverture. 
^ ,,est„n.d.ANNHXESc.es™^^^^ 

administratives du PCT). 
Ces annexes comprennent 8 feuilles. 



Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 
I S Base du rapport 

Absence de formulation d'opinion cuant a la nouveaut., Tactivite inventive et la posslbi.ite 

d'application industrielle 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 


□ 


VIII 


□ 




Norn et adresse postale de I'administration chargee de 
I'examen preliminaire international: 

Office europ6en des brevets 
An} D-80298 Munich 

89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax; +49 89 2399 - 4465 



Diez Schlereth, D 

N° de t6l6phone +49 89 2399 7488 



Formulaire PCT/IPEA/409 (feuille de couverture) (janvier 1994) 



RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande internationale n° PCT/FROO/01 302 

I. Base du rapport 

1 . En ce qui concerne les elements de la demande internationale [les feuilles de remplacement qui ont ete remises 
a I'office recepteur en reponse a une invitation faite conformement a I'article 14 sont considerees dans le present 
rapport comme "initialement deposees" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16 et 70. 17)): 

Description, pages: 

1.5 regue(s) le 27/07/2001 avecia lettre du 27/07/2001 
Revendications, N^: 

1.-15 regue(s) le 27/07/2001 avec la lettre du 27/07/2001 



2. En ce qui concerne la langue, tous les elements indiques ci-dessus etaient a la disposition de I'adminlstration ou 
lui ont ete remis dans la langue dans laquelle la demande internationale a ete deposee, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces elements etaient a la disposition de I'administration ou lui ont 6te remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche internationale (selon la regie 23.1 (b)). 

□ la langue de publication de la demande internationale (selon la regie 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de I'examen preliminaire internationale (selon la regie 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
internationale (le cas echeant), I'examen preliminaire internationale a ete effectue sur la base du listage des 
sequences : 

n contenu dans la demande internationale. sous forme ecrite. 

□ depose avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

□ remis ulterieurement a I'administration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par ecrit et fourni ulterieurement ne va pas au-dela 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a et§ fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous dechiffrable par ordinateur sont identiques a 
celles du listages des sequences Presente par ecrit, a ete fournie. 

4. Les modifications ont enframe I'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, xf^ : 

□ des dessins. feuilles : 
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5. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 
comme allant au-dela de I'expose de I'invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres (r^gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuHle de remp/acement comportant des modifications de cette nature doit etre indiquee au point 1 et 
annexee au present rapport) 



6. Observations complementaires, le cas echeant : 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la posslbilite 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1. Declaration 

Nouveaute Oui : Revendications 1-15 

Non : Revendications 

Activite inventive Oui: Revendications 1-15 

Non : Revendications 

Possibilite d'application industrielle Oui: Revendications 1-15 

Non : Revendications 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 
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nnncerna "' point V 

1.) II est fait rtterence aux documents suivants: 

D1:EP-A-0 437 393 
D2; EP-A-0 628 629 



2 ) L'objet des revendicatlons 1-15 est oonsidere comme «ant nouveau et inventif au 
sens des articles 33 (2) et (3) PCX, pour les raisons suivantes: 

D1 (I'eta. de la technique la plus proche) decrH un proc^d. d'obtention tfun extrai, avec 
une haute teneur de superoxyde-dismutases qui se deroule en deux temps, (.) on 

ive des m lgues;hotosynth..iques dans un photobior.acteur en «im,nan e 
gaz produi. pendan, la photosynthese du reacteur. et (il) cet oxygene gazeux, qu, est 
"o t. dans un collecteur pendant ,e premier temps du precede, est re.n,ecte ap-s 
dans le photobiorSacteur pour enrichir le milieu de la culture en oxygene d,ssous. 
U e' alt contenant des superoxyde-dismutases est obtenu apr.s -P--'-" , 
microalgues de ,a culture par centrifugation et ,a titration du m.eu de culture p. 3, 1. 1- 
20; p. 4, 1. 3-42; p. 5, 1. 15-31; p. 6, 1. 1-9. 54-58; p. 7, 1. 1-42, 50, p. 8, 1. 42-52). 

fobie. de la revendication 1 differe de Wta. de la technique le P'"- P'°*« (O^-) ^" 
qu'apres une duree de 6 a 1 2 iours on aioute au milieu de culture 1 00 m^m de 
bicaLnate de potassium, puis on ferme le reacteur pendant une duree de 1 a 3 ,ours 
pour realiser la sursutaration en oxygene. 

Dans le precede selon les revendicatlons 1-4 on impose la pSriode de sursaturation en 
rgene apres I'ob.ention *une densi.* cellulaire optimale du milieu de culture. 
Ces condHions de culture produisent un lorgage m«abolique qui condu,. a une 
superproduction de ...p^rnwHP-dismun'PS nui sont themioslablej. 

Dans 10 precede decrit dans D1 on reiniecte Toxygene dans le photobior^acteur apres 
cheque p^riode d'^ciairage (la phase de photosynthese). D1 ne donne aucune 
indication concemant la thermostabilfte des superoxyde-dismutases produces. D2 
d^cril un proc4d4 pour robtention d'un extrait de haute teneur en superoxyde- 
dfslases themiostables a panir d'une culture de microalgues, qui es, base dans ,a 
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culture des n,icroorgan,smes . temperatures entre 40-80X en enriohi^ant le n^ilieu de 
culture avec de I'oxygene d'une maniere similaire ^ oelle decnte dans D1 . 

Uoblet des revendications 5-1 5 se rapporte 4 un extrai. (et a rtillsation de oet e>«ralt) 
obtenu selon le precede qui fait I'objet de la revendlcatlon 1 . et 11 est cons,dere comme 
«am nou?eau eUnventif au sens des articles 33 (2) et (3) PCX, pour des ra,sons 

analogues a celles deja mentionnees. 
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PROCfee D'OBTENTION, A PARTIR DU MILIEU DE CULTURE 
DE M.CRO.ALGUES, D^UN EXTRA.T THERMOSTABLE POSSfeDANT UNE 
ACTWIie ANTl^XYDANTE ET PRO^ICATRISANTE 

La pr*«nte invention a pour o«et un procSdi d'obtention, 4 partir 
,u miliou de oul»™.de miao-algue., d'un ex«l. then.o,tabte po..6dan. une 
ac^vn. anu-oxydanta e, pro-^caUiaante * une teneur .la^e an ^^P^^^^^l 
tasas-llKe e. en polysacchartdes sulfates, e. suscap«b,e de trouver das app «. ons 
dans nndustria ch,n,„ue. rindustrie oos^MMe. rinduatria P^---~ 
nndualrle agronomlque, ainai ,ue dana .es domaines de .a nu.raceu.,que at da ,a 

Da nombreu. travaux ont d*14 etteotaia, dans la do^ine 
coan,«iqua, pour mattra au point das subatancas antiradicalaires propres 
„rrent.Ln.ir,av,aiiii«en,antoutan..Para,,.a.anMesre*^^^^^^^ 
,5 n,an.ea dans ia secteur mediae, pour obtanir das a ao«v * 

anU-inflan,matoire, ap.es . ..ra u«,is.a notam^en. en 
traitement da pathologies li^s 4 des stress oxydaufs et affaCant las syst^mas 

riinestif et cardio-vasculaire. 

Las recl^erohas enlrapnsas on. «4 d*,iber.men. o,ier,.*as oas 
darni*res ann^as vers ie sedeur v*g*ta. af.n d'^vlter ies substances W^cUe-as 
■s<,uen. da se trouver dans ias extraits animaux. Parn^i oas recharohes, . cu l ure 
de mlcro-alguas a conduK . I'obtanSon da produits int^ressants S P«rt.r da la 

Le brevet N' EP 0 437 393 fail 4tat dVn procede et d un photobio- 
,5 ,6ac.eurdes«n.s41a production et . .extraction d'anti-oxydants 4 partir d'une 
ulu^re demicro-organismas,,aproc^.consistant.cultivardans le photob„r.ac- 
,eur dcs micro-algues en suspension dans un milieu de culture en coUadam 
roxygsne produl. par las mioro-algues par photosynth.se pour le r^n,ecter ensurte 
an le nlllieu de culture, . s.parer ,es .icro-algues du n,»iau de cu ur. a Ies 
,0 mettre en solu.ion, . broyer la solution, . ajouter un solvant pour solub,l,ser les 
anti-oxydantset 4 sSparerles phases liquides en presence. 

Le brevet N' EP 0 628 629 dScrIt un proc^dS de production et 
d'extraouon de superoxyde^ismutases thormostablas . partir tfuna oultu^ de 
^icrc-organismes suspendus dans un milieu de culture et cho,s,s panT,.s les 
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h=r»*riPs ce Droc6d6 consistant i culUverdans un 
. H mLu de culture des micro-algues, qui peut dans certa.nes 

,0 -epo.— — ^^^^ ^^^^ ^^^^ ^^^^ 

Lartage sur ce. d«,ri.re. d«re .hem,ostable.. ce qu, nest pas le 
enzyme, en g*nSral, et de. .upero)cydismuta.es en pa-tlcul«r. 

La pr^nte inven«on a ainai pour obiat un procid* d'obtentlon d'un 

"jr. rr Uo.e. dans un de..n,e te.pa une su— n en 
,0 "".ne <,ui prcdu. u„ for,a,e n,..ab*ue condu.ant . una aun>roduc>,on de 
oo.pca.san«oxvda...^^^^^^^ 

.ont p,«*ren«e„e,nen. choisies dan. le groupa des Rhodophycaa, at nCamn-ent 

s.e«e.uedan.unphc.=.o.ao.urdat,pec,as.,ue,dans.^^^^^^^^^^^ 

ou un .Calraga approprl. per^t de ,.ali.er la photosynm^se ^ ^^^^J^^' 

=u,tu,e, dan. dss conditions con.r6,6es de ten,p.ra,ure de pH e. d aiimenuuon 

p,oxyde da -bo- ^^^^^^^ ain.1 ,ue ra..«on 

n.cessai.e au ton d*ve,oppe™nt des mioro-aigues, peuven. ..a a.sur.as par un 
bullage d^air anrichi en CO, comprim* ou par tout autre moyen 4qu,vaient, 

AU bout d^un temp, de outture suffisammon. long, de I'ordre de 6 a 
12 iour., lorsque la density oellulaire du milieu da culture est optlmale, on y ajoute 
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100 mg/l de bicarbonate de potassium, pula on femn. la r^aoteur at on la»se la 
oultura sa poursuivre pandant un temps de I'ordre de 1 * 3 jours afln de or^ar un 
forcaga mMabolique pravoqu^ par la sursaturafon du milieu en oxygane provenant 
de la pholoaynthtee, le bioartx^nate de potassium apportant le carbone n*oessa.re 

5 g cette photosynthfese. 

Les algues sont ensuite sdpar^es du milieu de culture par 
centrlfugation ou filtration. Une filtration ^ I'aide d'un filtre appropri6 permet ensuite 

de siparer I'extrait anti-oxydant. 

Le filtre utilise pour sdparec I'extrait recherche peut 6tre un 
1 0 membrane cellulosique i dimensions de pores de 1 1 .5 pm. 

Le produit ainsi extrait du milieu de culture des micro-algues 
renferme au moins 30 unit6s par m.ililitre de SOD like, mesure effectu^e A I'aide du 
kit commercialism sous la denomination "SOD-SZS". II renferme en outre au mo.ns 
1 mg/ml de polysaccharides sulfates. 
1 5 La teneur elev6e en SOD like de I'extrait selon I'invention lui confers 

des propri6t6s anti-inflammatoires qui peuvent trouver une application en rhumato- 
logie ainsi que des propri6t6s antiradicalaires qui peuvent §tre utilis6es en 
cosmMique, dans la preparation de crimes contre le vieillissement outan6. 

D'autre part la teneur importante en polysaccharides sulfat6s de 
20 I'extrait selon I'invention lui confute des propri^t^s de r6g6n6ra«on tissulaire qui. 
associ^es aux propri^tSs antiradicalaires des SOD like, en font un excellent produit 
pro-cicatrisant, 

Le produit selon invention peut Sgalement fetre utilise pour renforcer 
les actWit^s anti-oxydantes d'autres extraits v6g6taux, notamment dans la lutte 
2S biologlque centre les parasftes v6g6taux. Ainsi des produits ^ activit6 p6roxydas.que 
peuvent b6n6f,cier d'une activity nettement accrue par addition d'environ 10% de 

I'extrait selon I'invention. 

Le produit selon I'invention pr6sent I'avantage d'etre thermostable. 

notamment a 1 21° C pendant vingt minutes. 

Selon I'application envisag6e pour I'extrait selon I'invention, on peut 
rutiliser tel qu'obtenu selon le proc6d6 d6crit ci-dessus. Toutefois ont peut aussi 
sfeparer les composes actifs de mani6re ^ obtenir deux produits S activit^s diff6rents. 
run contenant les SOD like et I'autre les polysaccharides sulfates. 
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U separation d. la parte renferman. les SOD like peu. s'effectuer 
,,..ip..n.,....n.o..Uel.e,«^ 

,.au.. renferman. lee poiysaccharides su«a... pr..en.e une aCv.. de 
..,.n.ra..n— .^^^^^^^^^^^^^ 

,ui suwem, foumi. a titra da simple illustration da I'invention, vis^-vis de laquaiie ,1s 
ne pr6senlent aucun caractere limitatif. 
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EXEMPLE 1 

Obtention d'un extralt du mlU.u de culture da Porphyridium 

. — ^^^^ p,oto.or.acteur de 150 Htres. .'aloue est cu.v.e dans un 

m..r artificielle Uinoculation est faite par 5 1 de culture 
milieu tvoe Conway-eau de mer artriciene. u muw . , „ 

TZZ. de cells par milliiUre. Un bullaga cTair es, ass.r. par l.nerg,e soia.re 
ouoardeslampesdistribuantlOOpmotes/mZ/s. 

AU bout de 12 ioura, lorsque la densi.S oellulaUe est opt,male, on 

. = . J. vurm nuis on ferme ie r^acteur at on laisse 
raioute100maparlitre,SD.t15 9deKHCO3,pu,sonie . 

la culture se poursuivre pendant 2 jours afln de cr6er un for^age m..abol,que. 

Apr*s ce temps, les aigues sent s^par^as par centrrfugabon du 
milieu de culture, puis ce dernier est ffltre sur membrane ceilulosique . pores de 1 ,2 

u.e=«raitainslobtenupr.senteuneteneuren800liKede30U/m,, 
„,esur*e au U SOD.525, et une teneur en polysaccharides sulfates de 1 mg/ml 

Ce, extrai. paut Stre sterilise t. nVC pendant 20 minutes. pu,s 
condHionne en «acons st.ri,es. sans qua cette op..«on modifia ractivite SOD. n, 
30 la teneur en PS.^^ ^^^^ ^^^^^ ^^^^^^^^ ^^^^^^^^^^ ^^^^ 
utilise dans la preparation de compositions tals que das compnm^. 



FEUILLE MODIFIEE 



10 



EXEMPLE 2 
Separation des activites 

A partr de 10 IHres de I'extrait obtenu 4 I'exemple 1 . on sftpare par 
.«,.en,en. . r«hano. U parte SOD ,ik, de, polysacchande. 

on obtien. alnsi deux extra«s, don. fun pr^-nt. une act,v,te 

an*edlca,ai™ nun a,..,.e par >a «on, et fautre ren,em,e po^sacohaHdes 

.Mifates et orSaenle une activte de r6g6n6ration tlssulaire. 
su.fa,*s pr*sen^^^^^ ^^^^ ^^^^^ ^ 

aprfes sterilisation et oonditionnement en flacons stSriles. 

Lea exlraits peuvent aussi Mre conserves sous forme de poudre 

soluble, aprSs tyophilisation. 

EXEMPLE 3 
PRODUITS COMETIQUES 
1) Cr6me anti-vioHlissement cutan6. 

Dans un ma.axeur appropri^ on realise le melange suivant. expnm. 

en pourcentage en polds : 

EXTRAIT selon I'exemple 1 
PEG-8 BEESWAX ^ 
J OCTYDODECYL MYRISTATE ^0 

ISOSTEARYL ISOSTERARATE 10 
SODIUM HYDROXIDE ^'^ 
ETHOXYDIGLYCOL ^ 
EAU PARFUM. CONSERVATEUR QSP 100 

Une obiectivation in vitro de la creme ainsi obtenue permet de 
" constater une proliferation de f.broblastes. meme en presence d'agents an- 
"^tifs in^oduits dans le .Uieu. ce ,ui constitue r.ndice d.n ette. trop..ue 

et pro-reconstituant- . 

2) Brumisateur adoucisaant pour peau fragihsee 

on conditionne le liquide de I'exemple 1 dans un flacon propulseur 
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EXENIPUE 4 

Composition cli6t6tlque anti-stress oxydatif 

A raide de I'extrait obtenu i I'exemple 1 on realise des g^lules de 
250 ma depoudre. destinies ^ la nutraceutiqueet^ la parapharmacie. 
250mgdep ^^^^^ ^^^^^^^^ . ^^.^^^ ^.^^^ administration 

journB,i.rc de 5 de poudre. ont pern^is d'oPserver une augmentation de. 
substances antiradicalaires dans le plasma sanguin. 

EXEMPLE 5 
CoUyre anti-inflammatoira 

On prepare un collyre selon la fomulation suivante : 
Gluconate de chlorhexidine 0 ,005 g 

Inosine phosphate disodique d6shydrat§ 0,5 g 
Extralt liquide selon I'exemple 1 qsq 1 00 ml 

U collyre ainsi obtenu peut Mre utilisfe dans le traitement des 



conjonctivites. 



EXEMPLE 6 
Produit allmentaire 

-„ A un concenW de 50 degrSs Brix de tomates on ajoute 0.1% en 

poids de ,a pcudre de rexemple 1, =r,n d'acroltre .a dur^e de conservation. 

EXEMPLE r 
Composition centre Us parasites v6g6taux 

L'extrait renfermant les PS de I'exemple 2 appliqu^ ^ des v6g6taux 
" comme le melon ou la vigne induit une aotlvite p^roxydasique qui est le signe d'une 
resistance potentielle h des parasites comme les champignons. 

EXEMPLES 8 

,f. Application aux polymdres 

Uextrait obtenu ^ I'exemple 1 peut, apr^s d6shydratation. itre 
incorpor. . des polymferes pour augmenter leur resistance a Taxydafon. 



Enipf anss2 



FEUILLE MODIFIES 



7-67-2001 



-7- 



FRD001302 



ggypMpir-ftTIONS 

1 . ProcW* d'obtenSon i partr du milieu de culture de mioro-algues, 
d'un extras themiostable poss6dant une artivW anti-oxydame e. pro-cicalnsante, 
: r l.er dan/un p..l. ..ps . ou,.. desdLea '^^^^^Z 
u„ phptoblor*acteur soumis . .dairage apprcpH* at . des -^^"^'^^^ 
ae Lp.ra.u«, de pH et d'allmenta^on en dloxyde de o^'^"'- ^"^^^^^^ 
d,„« un deuxfeme temps une sursaturatlon en oxygene, puts i siparer les algues 
„ :::rd:j!lpa:cen.r«ugat,on,etenr,n.«^^ 
,,e.pp.p,.P^u.^P-^^^^^ 

eu mllleu de cu,,u« 1 00 n,g/l de bicarbonate de potassium, pu'^ on fen^e le ^acteur 
pendant une dur.e de un . tro. iours pour r*aliser la .u.a.uration en oxyg.ne. 

" 2'. Proc6d6 selon la revendloation 1. oaract^ris* en ce que 

VSclairage de photobiorSacteur est rftalteS par Mnergie solaire. 

3" ProcSd* selon la revendication 1. caract^ris^ en ce que 
M l.alimentation en CO, est r^alis. par bullage d'air enriohi en CO, compr^e, 

4" Proo6d6 selon la revendication 1, caract6ris6 en ce que la 

filtration du milieu de culture apr^s la centrifugation destinee a en sSparer les algues 
!rctuesurunf,tt.econs«.u..une membrane cellulosMe.dimensionsde pores 

25 comprises entre 1 et 1,5 Jim. 

5- Extrait i propriStSs anti-oxydantes et pro-clcatrisantes obtenu 
selon le proc^d. qui fait I'objet des .evendicaUons 1 . 4, caractWs. en ce qu',1 
r,le au moins 30 U/m, de superoxydlsmutases lIKe (SCO llKe, et au mens 1 
30 mg/ml de polysaccharides sulfates. 

6" Extrait ^ propri6t6s anti-radicalaires obtenu ^ partir de I'extrait 
sa.on .a revendication 5 par precipitation . i'aide d'un solvent ou par separation a 
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. • n«ract6ri86 en ce qu'il renferme au moins 30 
raide d'une membrane cellulos.que, caractens^ 

U/ml de SOD like. 

r6a6n6ration tissulaire obtenu d partir de 
7" Extrart i propn6t6s de rsgenerauui 

7 . txiran h h . ^j^^ ^ ra.de d'un solvant ou par 

moins 1 mg/ml de polysaccharides sulfates. 

8. ExtraK selon la ,evendicatk.n 6 ou la revendlcation 7 oaractens6 
B.Extranse. membrane cellulosique 4 

,0 en ce .ue la separation est r,a .s e ^^^^^^ 
dimensions de pores ogmpnses entre 1 000 

r Extrai. selon la revendlcation 6 ou la revendlcation 7, caraot^ris. 
en ce que la precipitation est realises 4 Wde methanol. 

10-. U.lllsa«on de fextra. selon ,a revendlcaUon 5 con,n,e 
anti-oxydant dans la fabrication des polymeres. 

\r umsation de rextrait selon la revendlcation 6 ou la ^endlca- 

12.. utilisation de rextrait selon ,a .evendica«on, 5 ou la revendlca- 
tion 6 pour la conservation de produits allmenlaires. 

.V Utilisation de rextrait selon la revendlcation 5 dans la 
p.psra«onde;roluirprodu.cos.etl.uesdestlnes.ra.^^^^^^ 

cutanfe. 

Uti,lsa«on de rextraU selon la revendlca«on S dans la 
30 preparation de con,posnions an.l-ln«a.matolres, nota.men. en rt.u.a.olo.e. 

15" Utilisation de rextrait selon la revendicatlon 7 dans la 
. ,,.3t,on de Iporns destmees . la ,u«e bloloe.ue centre les parasrtes 

vegetaux. 
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(54) Title: METHOD FOR OBTAINING FROM A CULTURE MEDIUM OF MICROALGAE. A HEAT-STABLE EJOTiACT 
WITH ANTIOXIDANT AND WOUND HEALING ACTIVITY 

(54) Titre- PROCEDE D'OBTENTION, A PARTIR DU MILIEU DE CULTURE DE MICRO-ALGUES. D'UN EXTRAIT THER- 
MOSTABLE POSSEDANT UNE ACTIVITE ANTI-OXYDANTE ET PRO-CICATRISANTE 

(57) Abstract: The invention concerns a method for obtaining, from a culture medium of microalgae. a heat-stable extract having an 
antioxidant and v^omid healing activity. The method consists in: first producing said culnire of microalgae; Aen subjecting them to 
oxygen supersaturation; next separating the algae from the culture medium by centrifuging; and finally filtering the culture medium 
on an appropriate filter for separating the extract. 

(57) Abrege: D consiste a realiser dans un premier lemsps la culture desdites micro-algues, a leur imposer dans un deuxifeme temps 
une sursa^ation en oxygene, puis ^ sparer les algues du milieu de culmre par centrifugation. et enfin a filtrer le milieu de culture 
sur im filtre approprie pour separer Textrait. 
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PROCEDE D'OBTENTION, A PARTIR DU MILIEU DE CULTURE 
DE MICRO-ALGUES, D'UN EXTRAIT THERMOSTABLE POSSEDANT UNE 
ACTIVITE ANTI-OXYDANTE ET PRO-CICATRISANTE. 

5 La presente invention a pour objet un procede d'obtention, a partir 

du milieu de culture de micro-algues, d'un extrait thermostable possedant une 
activite anti-oxydante et pro-cicatrisante liee a une teneur elevee en 
superoxydismutases-like et en polysaccharides sulfates, et susceptible de trouver 
des applications dans Tindustrie chimique. I'industrie cosmetique, I'industne 

10 pharmaceutique et Industrie agronomique. ainsi que dans les domaines de la 

nutraceutique et de la dietetique. 

De nombreux travaux ont deja ete effectues. dans le domaine 
cosmetique. pour mettre au point des substances antiradicalaires propres 
notamment a ralentir le vieillissement cutane. Parallelement. des recherches ont ete 
15 menees dans le secteur medical pour obtenir des produits a activite anti-inflamma- 
toire. aptes a etre utilises notamment en rhumatologie et dans le traitement de 
pathologies liees a des stress oxydatifs et affectant les systemes digestif et cardio- 
vasculaire. 

Les recherches entreprises ont ete deliberement orientees ces 
20 demieres annees vers le secteur vegetal af.n d eviter les substances infectieuses qui 
risquent de se trouver dans les extraits animaux 

Parmi ces recherches. la culture de micro-algues a conduit a 
l obtention de produits interessants a partir de la biomasse algale. Toutefois les 
techniques mises en oeuvre presentent I'inconvenient d'etre complexes et de 
25 conduire au rejet du milieu de culture desdites micro-algues. 

La presente invention est basee sur la decouverte des proprietes 
inattendues du milieu de culture des micro-algues, qui peut dans certaines 
conditions produire des quantites importantes de superoxydismutases like (SOD like) 
et de polysaccharides sulfates (PS). 
30 Les superoxydismutases like (SOD like) sont des produits qui 

presentent le meme type d'activite que les superoxydismutases (SOD), avec 
I'avantage sur ces demieres d'etre thermostables. ce qui n'est pas le cas des 
enzymes en general, et des superoxydismutases en particulier. 
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La presente invention a ainsi pour objet un precede d'obtention dun 
extrait du milieu de culture de micro-algues. ce procede se caracterisant essentielle- 
ment en ce qu'il consiste a realiser dans premier temps la culture desdites micro- 
algues puis a leur imposer dans un deuxieme temps une sursaturation en oxygene 
qui produit un for?age metabolique conduisant a une surproduction de composes 
antioxydants. 

Les micro-algues mises en oeuvre dans le procede selon I'invention 
sont preferentiellement choisies dans le groups des Rhodophycae. et notamment 
le Porphyridium cruentum (PC). 

Conformement a Tinvention, la culture des micro-algues choisies 
s'effectue dans un photobioreacteur de type classique. dans lequel I'energie solaire 
ou un eclairage approprie permet de realiser la photosynthese a la base de ladite 
culture, dans des conditions controlees de temperature de pH et d'alimentation en 
dioxyde de carbone CO^ 

L'alimentation en CO' du milieu de culture, ainsi que Tagitation 
necessaire au bon developpement des micro-algues. peuvent etre assurees par un 
bullage d'air enrichi en CO' comprime ou par tout autre moyen equivalent. 

Au bout d'un temps de culture suffisamment long, de Tordre de 6 a 
12 jours, lorsque la densite cellulaire du milieu de culture est optimale, on y ajoute 
100 mg/l de bicarbonate de potassium, puis on ferme le reacteur et on laisse la 
culture se poursuivre pendant un temps de Tordre de 1 a 3 jours afin de creer un 
forpage metabolique provoque par la sursaturation du milieu en oxygene provenant 
de la photosynthese. le bicarbonate de potassium apportant le carbone necessaire 
a cette photosynthese. 

Les algues sont ensuite separees du milieu de culture par 
centrifugation ou filtration. Une filtration a I'aide d un filtre approprie permet ensuite 
de separer I'extrait anti-oxydant. 

Le filtre utilise pour separer I'extrait recherche peut etre un 
membrane cellulosique a dimensions de pores de 1 a 1,5 pm. 

Le produit ainsi extrait du milieu de culture des micro-algues 
renfemie au moins 30 unites par miliilitre de SOD like, mesure effectuee a I'aide du 
kit commercialise sous la denomination "SOD-525". II renferme en outre au moins 
1 mg/ml de polysaccharides sulfates. 
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La teneur elevee en SOD like de Textrait selon l invention lui confere 
des proprietes anti-inflammatoires qui peuvent trouver une application en rhumato- 
logie, ainsi que des proprietes antiradicalaires qui peuvent etre utilisees en 
cosmetique. dans la preparation de cremes contre le vieillissement cutane. 
5 D'autre part la teneur importante en polysaccharides sulfates de 

l-extrait selon Tinvention lui confere des proprietes de regeneration tissulaire qui. 
associees aux proprietes antiradicalaires des SOD like, en font un excellent produit 
pro-cicatrisant. 

Le produit selon I'invention peut egalement etre utilise pour renforcer 
10 les activites anti-oxydantes d'autres extraits vegetaux. notamment dans la lutte 
biologique contre les parasites vegetaux. Ainsi des produits a activite peroxydasique 
peuvent ben^ficier d'une activite nettement accrue par addition d'environ 10% de 

rextrait selon I'invention. 

Le produit selon I'invention present I 'avantage d'etre thermostable, 

15 notamment a 12rC pendant vingt minutes. 

Selon rapplication envisagee pour I'extrait selon I'invention. on peut 
I'utiliser tel qu'obtenu selon le procede decrit ci-dessus. Toutefois ont peut aussi 
separer les composes actifs de maniere a obtenir deux produits a activites differents. 
run contenant les SOD like et I'autre les polysaccharides sulfates. 

20 La separation de la partie renfermant les SOD like peut s'effectuer 

par precipitation a raide d'un solvant tel que I'ethanol ou par separation a I'aide 
d'une membrane organique telle qu'une membrane de cellulose, de dimensions de 
pores comprises entre 1 000 et 50 000 daltons. On obtient deux extraits dont I'un. 
renfenriant les SOD like, presente une activite anti-oxydante et antiradicalaire. tandis 

25 que lautre renfermant les polysaccharides sulfates, presente une activite de 

regeneration tissulaire. 

La presente invention sera mieux comprise a la lumiere de exemples 
qui suivent. foumis a titre de simple illustration de l invention, vis-a-vis de laquelle ils 
ne presentent aucun caractere limitatif. 

30 
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EXEMPLE 1 

Obtentlon d'un extrait du milieu de culture de Porphyridium 

cruentum (PC) 

Dans un photobioreacteur de 150 litres, l algue est cultivee dans un 
milieu type Conway - eau de mer artificielle. L'inoculatlon est faite par 5 I de culture 
a 5 millions de cellules par millilitre. Un bullage d'air est assure par I'energie solaire 
ou par des lampes distribuant 100 jj moles/m'/s. 

Au bout de 12 jours, lorsque la densite cellulaire est optimale on 
rajoute 100 mg par litre, soit 15 g de KHCO3, Puis on ferme le reacteur et on laisse 
la culture se poursuivre pendant 2 jours afin de creer un for?:age metabolique. 

Apres ce temps, les algues sont separees par centrifugation du 
milieu de culture, puis ce dernier est filtre sur membrane cellulosique a pores de 1.2 
pm. 

L'extrait ainsi obtenu presente une teneur en SOD like de 30 U/ml 
mesuree au kit SOD-525. et une teneur en polysaccharides sulfates de 1 mg/ml. ' 

Get extrait peut etre sterilise a 12rc pendant 20 minutes, puis 
conditionne en flacons steriles. sans que cette operation modifie I'activite SOD. ni 
la teneur en PS. 

II peut aussi etre deshydrate par lyophilisation pour etre ensuite 
utilise dans la preparation de compositions tels que des comprimes. 



25 



EXEMPLE 2 
Separation des activites 

A partir de 1 0 Litres de l'extrait obtenu a I'exemple 1 . on separe par 
traitement a I'ethanol la partie SOD like des polysaccharides sulfates, qui precipitent. 

On obtient ainsi deux extraits. dont Tun presente une activite 
antiradicalaire non alteree par la separation, et Tautre renferme les polysaccharides 
sulfates et presente une activite de regeneration tissulaire. 

Chacun des deux extraits peut etre conserve sous forme aqueuse. 
30 apres sterilisation et conditionnement en flacons steriles. 

Les extraits peuvent aussi etre conserves sous forme de poudre 
soluble, apres lyophilisation. 
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EXEMPLE 3 
PRODUITS COSMETIQUES 
1) Creme anti-vieillissement cutane. 

Dans un malaxeur approprie on realise le melange suivant. exprime 



5 en pourcentage en poids : 

EXTRAIT selon I'exemple 1 10 
PEG -8 BEESWAX 8 

OCTYDODECYL MYRISTATE 10 

ISOSTEARYL ISOSTERARATE 10 

10 SODIUM HYDROXIDE 0.4 

ETHOXYDIGLYCOL 5 

EAU. PARFUM. CONSERVATEUR QSP 100 



Une objectivation in vitro de la creme ainsi obtenue permet de 
constater une proliferation de fibroblastes, meme en presence d'agents anti- 
15 proliferatifs introduits dans le milieu, ce qui constitue I'indice d'un effet trophique et 
pro-reconstituant. 

2) Brumisateur adoucissant pour peau fragilisee 

On conditionne le liquide de I'exemple 1 dans un flacon propulseur 

ci I'azote. 

20 EXEMPLE 4 

Composition dietetique anti-stress oxydatif 

A I'aide de I'extrait obtenu a I'exemple 1 on realise des gelules de 
250 mg de poudre, destinees a la nutraceutique et a la paraphamnacie. 

Des essais effectues sur rats, a raison d'une administration 
25 journaliere de 5 mg de poudre, ont permis d'obsen/er une augmentation des 
substances antiradicalaires dans le plasma sanguin. 

EXEMPLE 5 
Collyre anti-inflammatoire 

30 On prepare un collyre selon la formulation suivante : 

Gluconate de chlorhexidine 0.005 g 

Inosine phosphate disodique deshydrate 0,5 g 
Extrait liquide selon I'exemple 1 qsq 100 ml 
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Le collyre ainsi obtenu peut etre utilise dans le traitement des 

conjonctivites. 

EXEMPLE 6 
Produit alimentaire 

5 A un concentre de 50 degres Brix de tomates on ajoute 0.1% en 

poids de la poudre de I'exemple 1 , afin d'accroitre sa duree de conservation. 

EXEMPLE 7 
Composition contre fes parasites vegetaux 

JO L'extrait renfermant les PS de I'exemple 2 applique a des vegetaux 

comme le melon ou la vigne induit une activite peroxydasique qui est le signe d'une 
resistance potentielle a des parasites comme les champignons. 

EXEMPLE 8 

^ ^ Application aux polymeres 

L'extrait obtenu a I'exemple 1 peut, apres deshydratation, etre 
incorpore a des polymeres pour augmenter leur resistance a I'oxydation. 
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REVENDICATIONS 

1) Precede d'obtention a partir du milieu de culture de micro-algues, 
d'un extrait thermostable possedant une activite anti-oxydante et pro-cicatrisante, 

5 caracterise en ce qu'il consiste a realiser dans un premier temps la culture desdites 
micro-algues. a leur imposer dans un deuxieme temps une sursaturation en 
oxygene, puis a separer les algues du milieu de culture par centrifugation, et enfin 
a filtrer ledit milieu de culture sur un filtre approprie pour separer ledit extrait. 

2) Precede selon la revendication 1 . caracterise en ce que la culture 
10 des micro-algues s'effectue dans un photobioreacteur soumis a un eclairage 

approprie, dans des conditions controlees de temperature, de pH et d'alimentation 
en dioxyde de carbone CO^. 

3) Precede selon la revendication 2. caracterise en ce que Peclairage 
de photobioreacteur est realise par I'energie soiaire ou par un eclairage approprie. 

15 4) Precede selon la revendication 2, caracterise en ce que 

Talimentation en CO^ est realisee par bullage d'air enrichi en CO^ comprime. 

5) Precede selon la revendication 1 , caracterise en ce qu'apres une 
duree de 10 a 12 jours on ajeute au milieu de culture 100 mg/l de bicarbonate de 
potassium, puis on femne ie reacteur pendant une duree de 1 a 3 jours pour realiser 

20 la sursaturation en oxygene. 

6) Precede selon la revendication 1 . caracterise en ce que la filtration 
du milieu de culture apres la centrifugation destinee a en separer les algues 
s'effectue sur un filtre constitue d'une membrane cellulesique a dimensions de pores 
comprises entre 1 et 1,5 pm. 

25 7) Extrait a proprietes anti-oxydantes et pro-cicatrisantes obtenu 

selon Ie precede qui fait Tobjet des revendications 1 a 6, caracterise en ce quil 
renferme au moins 30 U/ml de superoxydismutases like (SOD like) et au mois 1 
mg/ml de polysaccharides sulfates. 

8) Extrait a proprietes anti-radicalaires obtenu a partir de I'extrait 
30 selon la revendication 7 par precipitation a I'aide d'un selvant ou par separation a 

Taide d'une membrane cellulesique, caracterise en ce qu'il renferme au mois 30 U/ml 
de SOD like. 

9) Extrait a proprietes de regeneration tissulaire obtenu a partir de 
I'extrait selon la revendication 7, par precipitation a I'aide d'un selvant ou par 
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separation a Taide d'une membrane cellulosique, caracterise en ce qu'il renferme au 
mois 1 mg/ml de polysaccharides sulfates. 

10) Extrait selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracterise 
en ce que la separation est realisee a I'aide d'une membrane cellulosique de 

5 dimensions de pores comprises entre 1 000 et 50 000 daltons. 

11) Extrait selon la revendication 8 ou la revendication 9, caracterise 
en ce que la precipitation est realisee a I'aide d*ethanol. 

12) Utilisation de I'extrait selon la revendication 7. comme anti- 
oxydant dans la fabrication des polymeres. 

10 13) Utilisation de I'extrait selon la revendication 7 ou la revendication 

8 dans la preparation de compositions dietetiques anti-stress oxydatif. 

14) Utilisation de Textrait selon la revendication 7 ou la revendication 
8 pour la conservation de produits alimentaires. 

15) Utilisation de I'extrait selon la revendication 7 dans la preparation 
15 de produits cosmetiques destines a ralentir le vieillissement cutane. 

16) Utilisation de I'extrait selon la revendication 7 dans la preparation 
de compositions anti-inflammatoires, notamment en rhumatologie. 

17) Utilisation de I'extrait selon la revendication 9 dans la preparation 
de compositions destinees a la lutte biologique centre les parasites vegetaux. 



